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論 文 内 容 要 旨
【背 景 】
原 発性胆 汁性肝 硬変(primarybiliarycirrhosis;PBC)を含 む,胆 管 障害 を主 因 とす る疾患
の成 立 に免疫 学的機 序 の関与,特 に活性 化 され たTリ ンパ球 よ り分泌 され るサイ トカイ ンの関





正 常 ヒ ト培 養 胆 管 細 胞(H69)を 用 い てinterferongamma(IFNγ)刺激 に て発 現 量 に変 化
を認 め た分 子 を二 次 元 電 気 泳 動,マ トリックス支 援 レーザ ー 脱 離 方 式 イオ ン化 一 飛 行 時 間 型 質 量
分 析(matrix-assistedlaserdesorption/ionizationtime-of-flightmassspectrometry;
MALDI-TOF/MS)の 手 法 を 用 い,デ ー タベ ー ス サ ー チ に て 同定 し た。 同定 し た分 子 に つ き
PBCを 含 む 肝 組 織 標 本 に お け る発 現 を免 疫 組 織 染 色 に て 確 認 した。annexinA2(ANXA2)の
強 制 発 現 系 をH69に お い て 作 製 し,急 速 ア ル カ リ化 細 胞 内pH(pHi)補 正 能 のanion
exchanger(AE)阻害 剤(4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonicacid;DIDS)によ り
阻 害 さ れ る画 分 を 定 量 す る こ とでAE機 能 の 変 化 を,PepTag⑪Assayと イ ム ノ ブ ロ ッ トに て
proteinkinaseC(PKC)活性 の変 化 を 評 価 した。
【結 果 】
20個の分子 にてIFNγ刺激 後 の発 現量変 化を認 め,IFNγ刺激 にて発 現増 強 した分子 のひ と
つで あ るANXA2はPBC肝 の胆管 にお いて有意 に発現増強 して いた。ANXA2の 胆管内腔での
発 現 は胆汁 う っ滞 を反映す る臨床 デー タ及 び トラ ンスア ミナーゼ と正 の相 関 を示 しANXA2と
胆 汁 うっ滞 の関連 が示 唆 され た。H69に お いてANXA2強 制発現 に よ りAE機 能 の有意 な増強




として有用である可能性がある。 また,PKC活性調節によ り低下 したAE機 能を回復 し,重炭
酸イオン分泌による胆汁酸形成に働き,胆汁 うっ滞下において代償作用を有すると考え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
原発性胆 汁性肝 硬変(primarybiliarycirrhosis;PBC)を含 む,胆 管 障害 を主 因 とす る疾 患
の成立 に免疫 学 的機序 の関与,特 に活性 化 されたTリ ンパ球 よ り分泌 され るサイ トカ イ ンの関
与 が示唆 されて い る。 本研究 ではプ ロテオ ミクスの手法 を用 いて炎症刺 激下胆管 細胞発現 蛋白の
網羅 的解析 を行 い,疾 患特異的 マーカーの探索及 び生理学 的機能 の解析 を 目的 と してい る。正 常
ヒ ト培養胆 管細胞(H69)を 用 いてinterferongamma(IFNγ)刺激 にて発現量 に変化 を認 め
た分子 を二 次元 電気 泳動,マ トリックス支援 レーザ ー脱離 方式 イ オ ン化 一飛 行 時間型 質量分析
(matrix-assistedlaserdesorption/ionizationtime-of-flightmassspectrometry;MALDI.
TOF/MS)の手法 を用 いて同定 し,得 られ た分子 につ きPBCを 含 む肝 組織標本 におけ る発現 を
免 疫組 織 染色 にて確認 してい る。annexinA2(ANXA2)の強 制発 現 系 をH69に お いて作 製
し,AE機 能 の変化 とproteinkinaseC(PKC)活性 の変化 を評 価 して いる。 結果 と して,20個
の分子 にてIFNγ刺 激後 の発現 量変 化を認 め,IFNγ刺激 にて発現 増強 した分子 の ひ とつ であ
るANXA2はPBC肝 の胆管 において有意 に発現 増強 していた。ANXA2の 胆管 内腔 での発現は
胆 汁 うっ滞 を反映す る臨床 データ及 び トラ ンスア ミナーゼ と正 の相 関を示 しANXA2と 胆汁 うっ
滞 の 関連 が示 唆 され た。H69に お いてANXA2強 制発 現 に よ りAE機 能 の有 意 な増 強 を認 め,
PKC活 性 に変 化を認 めた。今 回プ ロテオ ミクスによ り同定 したANXA2は 障害 胆管 に対 す る免
疫 組織 染色 学的 マ ーカー と して有用 であ る可能性 が あ る。 また,PKC活 性調 節 に よ り低下 した
AE機 能 を回復 し,重 炭酸 イオ ン分泌 によ る胆汁 酸形成 に働 き,胆 汁 うっ滞下 に おいて代 償作用
を有す る と考 え られ た。本研究 はプ ロテオ ミクス解析 か ら導 きだ した独 自の結 果 を もとに,PBC
の病態 にお け るANXA2の 役割 につ いて検 討 した もの で。 基礎 的手 法 と臨床 サ ンプル を組 み合
わせ た もの と して医学博士 に値 す る研 究 と評価 された。
よって,本 論文 は博士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認 め る。
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